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論文内容要旨
 第1章緒論
 植物病原菌フサリウム・モニリホルメの培養炉液から精製されたホスホジエステラーゼーホスホ
 モノエステラーゼ(PDMase)は・酸性pH領域でリン酸ジエステル・モノエステル両方を加水
 分解する特異な酵素で,酸性ホスファターゼ,ホスホジエステラーゼ,ヌクレオシド環状リン酸ホ
 スホジエステラーゼ,ヌクレオチダーゼ等の作用をあわせもつが,いずれに分類するのも適当でな
 い。天然の基質としては核酸関連化合物,特に3'一一アデニル酸をよく加水分解する。ジヌクレオシ
 ドーリン酸は,最終的にヌクレオシド2分子とリン酸1分子にまで分解される。分子量は,セファ
 デックスG-200によるゲル沸過,SDSディスクゲル電気泳動から10万と求められている。サブ
 ユニット構造はない。本論文ではPDMaseの構造と機能の関係,特にその活性部位の性質の解
 明を目的として研究し以下の成果を得た。
 第2章4種のアイソザイムの分離とその性質
 精製されたPDMaseは,等電点の異なる4っのアイソザイム(IUPAC命名法に従い,等
 電点の低い方から順にPDM“se1-4と命名)から成る。焦点電気泳動を繰り返して行なうこ
 とによ1)PDM肛8e1-4を分離し,その酵素的及ぴ物理化学的性質を比較した。各アイソザイ
 ムは,等電点が高いほど比活性が高いどいう傾向を示すが,いずれもモノエステラーゼ,ジエステ
 ラーゼ活性測定の合成基質であるカ一二トロフェニルリン酸(NPP),ビスーρ一ニトロフェニ
 ルリン酸(BNPP)を同じ割合で加水分解するうえ,これらに対するKm値がすべて等しく,酵素
 的性質に差は見られない。PDM批se1-4のアミノ酸組成は互いによく似ており,アスパラギ
 ン酸を多く含み,メチオニンやシスチンが少ないという特徴を示す。等電点の最も高いPDM乱se
 4が他より多くリジンを含むが,他の3っについては差がなく,アミノ酸分析の結果から等電点の
 違いを明確に説明することはできない。各アイソザイムの遠紫外領域におけるCDスペクトルも全
 く一致し,218nmに負の極値(一6,700),209エ遡に肩(一6,000)を与える。Chenらの方法に
 よりCDスペクトルを解析し,PDM抗seは約10%のα一ヘリックスと約40%のβ一構造を含む
 と推定した。PDMaseはコンカナバリンA一セファローズに吸着し,ディスク電気泳動におい
 て,活性及びタンパクのバンドと・・致する糖のバンドを与えるので糖タンパクである。糖含量はタ
 ンパク質1田gあたり約0,4mgと高く,酵素は72%のタンパク部分と28%の糖部分から成る。PDM
 aseの加水分解物から,アミノ糖としてグルコサミン,中性糖としてマンノースのみが検出され,
 シアル酸は検出されない。定量分析の結果,PDMoseは分子量10万あたり約12残基のN一アセ
 チルグルコサミン(グルコサミンは特、彗タンパク中N一アセチル化されて存在するとされている)と
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 約140残基のマンノース,それに約660残基のアミノ酸を含むと推定した。各アイソザイムの糖組
 成はほぼ同じなので,糖組成の違いがアイソザイムの原因となっているとは考えられず,今のとこ
 ろ何が等電点の違いを決定しているのか明らかでない。おそらく・2～3残基の電荷をもったアミ
 ノ酸の違い,リン酸化等の糖の修飾,カルボキシル基のアミド化の割合の違い等がPDMaseの
 多様性もしくは微視的不均一性の原因となっているのであろう。
 第3章PD殖aseの化学修飾
 PDMaseの活性部位や調節部位に存在して,触媒作用あるいは基質との結合に関与するアミ
 ノ酸残基を探究する目的で,種々の化学修飾を試みた。PDM色seは,各アイソザイム闘、酵素
 的及ぴ物理化学的性質にほとんど差が見られないので,修飾実験にはPDMaseを混合物のまま
 用いた。
 酵素をメチレンブルーやローズベンガル存在下光酸化すると,モノエステラーゼ,ジエステラー
 ゼ両活性とも擬一次反応に従い失活する。失活速度のpH依存性,光酸化により部分失活した酵素
 のアミノ酸分析の結果は,酵素1分子あたり含まれる全19残基のヒスチジンのうち1残基が活性発
 現に必須であることを示す。ヒスチジンは酵素の作用するpH領域ではイミダゾリウム型として存
 在すると考えられるので,基質の脱離基ヘプロトンを供与することにより触媒機能を果していると
 思われる。
 酵素をアルギニンに特異的ときれている修飾試薬2・3一ブタンジオンあるいはフェニルグリオ
 キサールなどと反応させると,両活性ともやはり擬一次反応に従い失活する。ジケトン類との反応
 により部分失活した酵素をアミノ酸分析するとアルギニンのみ減少している。アルギニンは基質の
 リン酸部分との静電結合に必要と考えた。アルギニン同様正電荷をもつリジンをトリニトロベンゼ
 ンスルホン酸や無水シトラコン酸で徹底的に修飾しても酵素は50%以上活性を保つ。酵素1分子あ
 たり含まれる全13残基のアルギニンのうち何残基が活性に必須であるかは解析できなかったが,必
 須アルギニンはそれほどジケトン類との反応性に富まないらしい。
 酵素のカルボキシル基に,水溶性カルボジイミドを用いて種々の求核体を導入すると,全114残
 基のカルボキシル基のうち約20%が修飾された段階でNPPに対するK,,、値が約ン■5に減少(つまり
 酵素一NPPの親和性が増大)し,これ以上修飾してもKヵ、は変化しない。この時,最大反応速度は
 ほぼ一定である。修飾酵素に対するリン酸の阻害定数も約レちに減少することから・カルボキシル
 基を修飾することにより酵素のNPPへの親和性が増大するのは,基質のリン酸部分との親和性が
 増したためであると考えた。よってPDM&seのカルボキシル基は負の調節的役割を担っている
 と思われる。しかし,修飾酵素のNPPに対するK解のpH依存性をDixonの方法で解析すると修
 飾酵素にも酵素一NPP親和性に影響を及ぼす解離定数約4.5の残基が存在し,これは,もとから
 .存在する解離定数約4の調節基のpKaが修飾により0.5上昇したためか隠されていた新たな調節
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 基が観察されるようになったためか現在のところ不明である。
 酵素をモル比で120倍量のN一ブロモスクシンイミド(NBS)で酸化するとモノエステラーゼ,
 ジエステラーゼ両活性ともほぼ完全に失活する。この時酵素は,NBSが優先的に酸化するときれ
 ているトリプトファンだけでなく,チロシンも同じように約50%失なっており・何が原因で失活し
 たのかわからない。しかしアデノシンあるいはアデノシン3',5'一環状リン酸は酵素のトリプトフ
 ァン及びチロシンを酸化から保護するので,これらの結合部位には酵素の立体構造維持に関与する
 トリプトファンあるいはチロシンの存在することを示唆する。チロシンに特異的な修飾試薬である
 テトラニトロメタン,N一アセチルイミダゾールあるいはトリプトファンに特異的な2一ヒドロキ
 シー5一二トロベンジルブロミドは大過剰でも酵素を50%以上失活させず・どちらの残基が活性に
 必須であるのかまだ不明である。
 他に,セリンをジイソプロピルフルオロリン酸で,メルカプト基をカーメルクリ安息香酸あるい
 はモノヨード酢酸で修飾しても活性はあまり影響を受けず,これらの残基はPDMaseの活性に
 関与しないことを示す。
 第4章親和性の異なる2つのNPP結合部位の存在
 以hの化学修飾の研究では酵素活性を基質(NPP)濃度5mM以下で調べている。この条件下
 でPDMaseはモノエステラーゼ,ジエステラーゼ共通の活性部位をもっているが,今まで報告
 されているNPP結合部位に加え,NP王)に対する親和性のより低い結合部位の存在することを新
 たに見出した。
 NPPを基質とする時,PDM註seに対するLinewe8ver-Burkプロットは高基質濃度
 (>1mM)において下へ折れ曲る。このことは,PDMaseが独立に働く2つのK"1値の異な
 るNPP結合部位を持っていることを示唆する。両結合部位の速度パラメーターを,結合部位1:
 K洲,琉,結合剖位2:Kン刀2、γ2とすると,かとsの関係式は次のようになる。
γ13γ23
 リ二十
 3キKア,;13+K加
 WHkinsonの直接最小二乗法を2っのミカエリスーメンテン項を持つ上式の場合に拡張して計
 算し,次の値を得た。
 K川1二〇.28mMUlこ109μHlo1/min/mg
 K摺2二23.1mMレ2=70μnlol/min/mg
 しかし種々の酵素で知られているように,2っの同様な結合部位があり,それらの間に負の協同性
 が働く場合にも同様のLinewe往ver-Burkフロットが得られ'る。しかしこれは次の2つのBll
 由により否定される。(1)このような酵素は多くの場合サブユニット構造を持つが,PDMaseに
 は,サブユニットはない。(2)このような場合∂と3の関係は次のようになる。
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γ3"
 K加十3η
(n<1)
 すなわち10g=ηlogS『logK"!
 γ一か
か
か
 この式が成立すればiog3に対しlogをプロット(Hjllプロット)すると直線を与え
 y一∂
 るはずであるがPDMaseの場合そうならない。したがってPDM{LseにはNPPに対する親
 和性の高い結合部位1と親和性の低い結合部位2が存在する。さらに,PDMユLseを牛血清アル
 ブミンあるいは卵臼アルプ'ミン存在下pH8.0,37℃でインキュベートすることにより,.結合部位
 1のみ失活した部分不活化PDMaseを得た。こ0)酵素標品の基質特異性を調べ,結合部位2は
 モノエステラーゼ'活性のみ有することがわかった。以..ヒのように,独立に働いている2っの結合部
 位の存在することを見出すことにより,今まで疑問ときれてきたモノエステラーゼの熱失活の二相
 性,種々の阻害剤存在下の1・lneweaver-Burkプロットの折れ[lllI)などが説明できる。しか
 し,PDM舗eが高基質濃度においてのみ作用する活性部位を持つことの生理的意義並びにこれ
 らの結合部位の関係については現在のところ不明であ、り今後の研究に委ねられる。
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 論文審査の結果の要旨
 金谷茂則提出の論文は植物病原菌フサリウム・モニリホルメから得られる酵素,ホスホジエステラ
 ーゼーホスホモノエステラーゼのアイソザイムを分別単離し,又この酵素の活性中心を調べたもの
 で4章よりなる。
 ホスホジエステラーゼーホスホモノエステラーゼ(以下PDMaseと略す)はホスホジエステ
 ル,ホスホモノエステルの両者を加水分解するという,これまでに知られた酵素には見られない特
 異性をもつ酵素である。この酵素はこれまでにカラムクロマトグラフィー等の方法により相当精製
 きれてはいたが,まだ硝一成分から成る標品は得られていなかった。金谷は等電点を利用する分離
 法によ1)4種のアイソザイムを各々分別単離し,これらが等電点を異にする他は,アミノ酸組成,
 糖組成等,相互に極めて類似することを示した。これらに含まれる糖は何れもマンノース,N一ア
 セチルグルコサミンのみである。
 木酵素は分子量10万,糖が28%を占め,残るタンパク部分(アミノ酸660残基に相当)は72%で
 ある。活性はタンパク部位に存在すると考えられるので・各種のアミノ酸残基を化学修飾し,活性
 部位へのアプローチを試みた。
 PDMaseのヒスチジン残基を色素の存在下で光をあて、酸化すると,酸化に伴い活性が減少
 する。この不活性化反応を詳細に検討し,1ケのヒスチジン残基が活性に関与し,その残基の酸化
 と不活性化が比例することを明らかにした。
 PDMaseのアルギニン残基を2,3一ブタンジオン又はフェニルグリオキサールにより修飾す
 るとやはり酵素活性が減少する。又カルボキシル基をメチルアミノ化すると基質との親和性が増大
 するが反応速度は不変である。一般に酸性ホスファターゼはカルボキシル基が余り解離しない酸性
 条件下で基質と強く結合するが,メチルアミノ化して解離を止めても同じ効果が見られると考えら
 れる。これらの事実はPDMaseの基質結合に関与するアルギニン残基の働きを,近傍にあるカ
 ルボキシル基がその解離により制御すると考えればよく理解される。
 他にリシン,セリン,システイン等の残基の修飾を試みたが,これらは酵素活性に大きな影響を
 与えない。
 以上の結果を総合しPDMαseの活性部位につきヒスチジン(加水分解におけるプロトンの授
 受に関与),アルギニン(基質との結合に関与),カルボキシル基(解離することにより基質との
 結合基を制御)を含める模式を提出した。
 以上の研究はうすい基質濃度で行われたが,基質のうちモノエヌテルだけは濃度を上げる〔1mM
 以上)と希いときとは異るK堺値・最大反応速度値を示す。すなわち異る活性部位の存在を示唆す
 る。一方酵素をタンパク・アルブミンの存在■ド,}}H8で放置するとジエステラーゼ活性の方がモ
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 ノエステラーゼ活性より速く減少し,モノエステラーゼ活性だけをもつ酵素が得られる。このよう
 な酵素のK.、値,最大反応速度値は上記高濃度基質のとき観察されるこれらの値と一致する。従っ
 て本酵素は性質を異にする2つの活性部位をもっと考えられる。
 以上,金谷茂則の論文はPDMaseにっき多くの事実を明らかにし、考察を試みたもので,本
 人が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。よって金
 谷茂則提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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